RANTESによる肺虚血再灌流障害の抑制に関する検討 by 鈴木 明彦 et al.
一　33　一
東医大誌　64（1）：33－44，2006
RANTESによる肺虚血再三流障害の抑制に関する検討
鈴　木　明　彦 林　　　博　樹
下　原　直　央
東京医科大学外科学第一講座
（指導：加藤治文主任教授）
内　田 修
【要旨】肺移植に於ける拒絶反応の抑制の第一歩として、移植直後のグラフト肺に発生する再灌流障害の抑
制が克服すべき重要な課題の一つである。再灌流障害は、臓器移植後急性期障害の一因として考えられ、臓
器移植に際し解決されるべき問題の一つである。この急性期肺障害における病理学的所見として炎症性細胞
の肺浸潤、肺胞性浮腫、血管内皮と肺胞上皮損傷といった禰漫性肺障害が認められ、炎症性細胞の遊走に関
わるサイトカインの放出に肺胞内マクロファージが重要な関わりを持つことが示されている。当実験の目的
は免疫細胞に対して強い遊走活性を有する一連のサイトカイン（ケモカイン）、特に急性期から慢性期にかけ
て長期に渡り発現の認められるRANTESの活動を制御することで免疫細胞循環を抑制するというもので、
肺肝牛後に生ずる虚血一再灌肝障害に対する新しい治療のアプローチを試みるものである。
　これまで我々は重度の気道炎症マウスモデルを作製しRANTESの重要性を見出した。肺移植後の解決す
べき第一関門として最も注目されている虚血再灌流障害の抑制を本実験の目的とし、実験系にラット再等流
障害モデルを使用、RANTES制御による再灌腸障害後の肺組織に対する影響を多面的に検討した。虚血再灌1
流障害の発現に関して従来活性化好中球由来の好中球エラスターゼを中心とした炎症反応に注目が置かれ
てきたが、この際発生する活性酸素によりマクロファージからケモカインが分泌され病巣局所への免疫細胞
の遊走・浸潤が増強されポジティブフィードバック的に促進されていくことが知られている。このトランス
マイグレーション（血管内皮から気道上皮の方向に向けて）の段階に入る手前のステップにおいて免疫細胞
循環の動きを抑制することが本実験の目標であり、その手段として抗RANTES抗体を投与することにより
免疫細胞（特にマクロファージ）の遊走活性を制御、結果的に虚血再旨旨障害が抑制されることが示唆され
た。
はじめに
　終末期呼吸器疾患の治療法として肺移植は欧米を
中心に臨床応用が進み、既に日常医療としてのコンセ
ンサスが確立されている。我が国においては1997年
10月16日、条件付きながら臓器移植法が施行され、よ
うやく心拍動下の脳死ドナーからの臓器の摘出が可
能となり、他国と比較しても申し分のない成績が示さ
れてきた。しかしながら臨床の現場ではその術後成績
は他臓器に比較して満足のいくものではない。肺は臓
器自体の抗原性が高く、他の臓器に比べ脆弱な組織構
造を有するため他の臓器に比べ慎重な経過観察を要
する。さらに再灌流障害により誘発された肺障害や急
性拒絶反応に対し非常に過敏であるという、肺独自の
特殊性が他の臓器移植との術後成績の違いを深く関
連しているものと考えられる。さらに臨床上では今後
増加が予想される慢性拒絶反応が懸念されており、治
療法が現在まで確立されていないため様々な研究が
進められている。この原因として、術後6カ月以内の
繰り返される急性拒絶反応の重症度やその頻度など
2005年9月20日受付、2005年10月27日受理
キーワード：ケモカイン、RANTES（regulated　upon　activation，　normal　T－cell　expressed　and　secreted）、肺虚血再灌流障害
（別冊請求先：〒160－8402東京都新宿区新宿6－7－1東京医科大学外科学第一講座）
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Fig．1　Controls　for　transepithelial　traflic　of　immune　cells
　　　In　this　model，　there　is　a　two－digit　area　code　based　on　a　cell　adhesion　molecule，　typified　by　ICAM－1，　and　a　chemoattractant，
　　　typified　by　the　chemokine　RANTES．　Special　programming　allows　ICAM－1　to　be　expressed　in　a　circumferential　pattern，
　　　while　RANTES　is　secreted　in　a　polarized　manner　to　the　apical　cell　surface．
免疫学的な問題との関連性が示唆されており、急性拒
絶反応とresponse－to－inj　uryhypothesisをいかにコント
ロールしていくかが、移植後の患者管理の鍵を握って
いる1）2）。さらに移植後に重度の虚血再血流障害が生じ
ることで急性期のグラフト心機能不全だけでなく、晩
期の閉塞性細気管支炎の発生にも関与していること
が明らかにされている3）4）。そのような背景から急性拒
絶反応抑制の第一歩として虚血再暗流障害の抑制が
克服すべき課題として挙げられ、その病因を解明する
ため様々なモデルを用いた研究が施行されてき
た5－13）。移植後のグラフト肺におけるケモカインの発
現が、その後の臓器不全に影響を与えていることはこ
れまでの報告で明らかにされてきた14一16）。再血流障害
は臓器移植後急性期障害の一因として考えられ、臓器
移植に際し移植後最初に生じる問題点の一つである。
急性期肺障害では病理学的に炎症性細胞の肺浸潤、肺
胞性浮腫、血管内皮と肺胞上皮損傷といった禰漫性肺
障害が認められ、炎症性細胞の遊走に関わるサイトカ
インの放出に関わる点が重要な要因の一つになって
いる9）10）。これら炎症性細胞浸潤の本体である免疫細
胞群の組織内遊走に肺胞内マクロファージやT細胞
が重要な役割を持つことが明らかにされ9）10）、気道内
に多数存在する肺胞内マクロファージの動きを制御
することが再灌流障害の抑制に繋がるということが
本研究の狙いである。すなわちマクロファージを中心
とした免疫細胞に対して強い遊走活性を有するケモ
カイン（RANTES）の活動を制御することで免疫細
胞循環を抑制し、さらには一連の炎症性サイトカイン
や接着因子への影響を調べることによってその関連
性を探り、呼吸器を中心とした臓器虚血後の再血流障
害に対する新しい治療のアプローチを試みるもので
ある。
ケモカインとRANTES
　ケモカインは8～10kDa程度の小分子で、白血球走
化・活性化作用をもつ一連の内在性の走化因子の総称
であり現在40程度が明らかにされている。遊走能だ
けでなくICAM－1などの接着分子の発現を増強する
ことで、より一層炎症細胞の病巣への集積を促すこと
も報告されている17”22）。一般的には最初の二つのシス
テイン残基の存在形式により好中球の走化能を有す
るIL－8を代表とするCXCサブファミリーとリンパ
球、単球、好酸球、好塩基球の走化能を有するMIP－1α，
β、MCP、　Eotaxin、　RANTESを代表とするCCサブ
ファミリーに分類されている23）。
　様々なストレス侵襲による生体への炎症・免疫反応
が惹起されると局所臓器への特異的白血球の浸潤が
必須の現象として生じ、免疫細胞の浸潤なくしては炎
症反応が成立しないことは様々な研究で既に確立さ
れている18”22）。ヒト気道上皮細胞を使用した研究でも
同様の現象が報告されており、気道．ヒ皮層での免疫細
胞の浸潤を決定する因子についてそのメカニズムが
解明されている20）21）。炎症反応が認められる状況下で
は、リンパ球はICAM－1の発現、　RANTES（Regulated
upon　Activation，　Normal　Tcell　Expressed　and　Secreted）
の濃度勾配によるchemotaxisにより気道内腔へ移動
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が制御され、気道上皮層および内腔での免疫反応を司
ることがこれまでの結果で明らかにされてきた。気道
上皮細胞間における免疫細胞のtransmigrationの際、
この細胞質は遊走活性因子のchemotactic　gradientに
反応して細胞外基質内を移動することがvitroで立証
されており、vivOにおける結果もそれを裏付ける結果
が報告された21）22）（Fig．1）。
　今回我々はIn　vivoの虚血再灌流障害ラットモデル
を作製し、重度の呼吸器炎症状態と想定される虚血掃
墨灌流障害におけるRANTESの発現に焦点を置き、
その発現を抗体により制御することで24）免疫細胞循
環動態の抑制を試み虚血後の再寒流障害におけるそ
の効果を検討した。
研究材料および方法
　1．実験動物
　体重250～350g、週齢8～10週のLewis系雄性ラッ
ト（日本クレア）を各月につき7匹のモデルを作製し
た。
　尚、本研究は、動物実験に関する東京医科大学動物
実験指針（東京医科大学雑誌51巻3号1993年）を尊
守し、博愛の精神に基づき実験を行った。
　II．使用薬物・機材
　実験には以下の薬物を使用した。ラットの吸入麻酔
としてイソフルレン（ダイナボット）、ヘパリン化目的
でヘパリンナトリウム（アベンティスファーマ）を使
用した。抗体としてanti－rat　RANTES（Pepro　Tech
House）．　anti－rat　ICAM－1　antibody　（R＆D　systems）．
anti－rat　IL－11（3　antibody　（R＆D　systems）．　anti－rat　TN　F一
αantibody（R＆D　systems）を使用し、免疫染色にも1
次抗体として使用した。免疫染色の2次抗体として
Biotinylated　anti－Rat　lgG　（Vector，　Laboratories，　Inc．
Burlingame．　CA．USA）さらに発色目的にてABC
キット　（Vector，　Laboratories，　Inc．　Burlingame．　CA．
USA）を使用した。また組織標本作成のため10％中性
緩衝ホルマリン液（武藤化学）、ヂアミノベンチヂン
（和光純薬）、100％キシレン（武藤化学）、100％エタノー
ル（武藤化学）、1％過酸化水素加メタノール（三徳化
学）、クエン酸緩衝液（三菱化学ヤトロン）、PBS（三菱
化学ヤトロン）、2％NSS加PBS（三菱化学ヤトロン）、
マイヤー・ヘマトキシリン（武藤化学）、マリノール
（武藤化学）を使用した。ELISA法はQuantikine　M：
Rat　RANTES　（ICAM－1，　IL－16，　TNF－ev）　lmmunoassay
（R＆Dsystems）を使用した。また小動物用人工呼吸器
にはSN－480－7－10cc－2T（シナノ製作所）、全身麻酔器
compact　l　5（木村医科器械株式会社）および吸入麻酔
剤気化器にはAV－5（木村医科器械株式会社）を使用
した。PaO2、　PaCO2の測定はSTAT　PROFILE　M
（Nova　Biomedical，　USA）を使用した。また湿乾燥重量
の測定には定温恒温器ベストアクメBL－lllS（いすず
製作所）を使用した。
　III．実験モデルの作成
　前処置としてガラスチャンバー内でイソフルレン
ガスを吸入麻酔として使用後、仰臥位に固定、前頚部
および前胸腹部に剃毛処理を施した。前頚部気管切開
を行い、14Gエラスター針外筒を気管内挿管チューブ
として約2cm挿入固定、小動物用人工呼吸器SN－
480－7－10cc－2Tに接続、換気回数を80回／分、一回換気
量を5ml／kgに設定、さらに術中は吸入酸素濃度
（fraction　of　inspiratory　oxygen，　FiO2）を100％（FiO2＝
LO）に設定した。人工呼吸器には全身麻酔器com－
pact　l　5および吸入麻酔剤気化器AV－5を接続、1％イソ
フルレンの持続投与による維持麻酔下での調節呼吸
を行った。
前胸部正中に皮膚切開を加え胸部筋肉を剥離した後、
第4肋間にて両側開胸、同部位にて胸骨を横切断し心
および両側肺を露出した。左右の肺靭帯を切離後、左
右の肺門部を剥離し、肺門部全周性に血管用ターニ
ケットを巻いて留置後、ヘパリンナトリウム500　u／kg
を経静脈的に投与し全身のヘパリン化を行った。片側
肺門部をターニケットで遮断する時には、遮断側の肺
が十分に膨らんだ状態でタ一同ケットにより肺門部
の肺循環および換気遮断のためクランプを行った。以
上の実験系に対して左肺を虚血再灌流の対象とし、以
下の3群に分けて実験群を作成した。
A群：開胸後、2時間経過観察のみ（N＝7）
　開胸した状態のまま2時間経過観察のみを行った。
観察時間終了5分前に右肺門部をターニケットでク
ランプし、右肺すべての肺循環および換気を遮断、そ
の間左肺換気のみで評価を行った。
　B群：左肺を1時間クランプして後、再還流を1時
　間行う群（N＝7）
　左肺門部をターニケットでクランプし、常温で1時
間左肺の虚血を行った。1時間後クランプを解放して、
さらに1時間左肺の再風流を行った。再等流操作の終
了5分前に対側（右）肺門部をターニケットでクラン
プし、右舷すべての肺循環および換気を遮断、その間
左肺換気のみで評価を行った。
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　C群：RANTES抗体投与後、　B群と同様の操作
　（N　＝　7）
　再灌流操作3時間前にRANTES抗体300μg／kgを
静脈内投与し、その後はB群と同様の操作を行い評価
した。
　IV．評価方法
　（1）動脈血酸素分圧の測定：各群において動脈血
酸素分圧（PaO、）、動脈血二酸化炭素分圧（PaCO，）を
測定した。対側（右）肺門部をターニケットでクラン
プ後、右肺すべての肺循環および換気を遮断した状態
で動脈に直接穿刺して動脈血を採取した。
　（2）病理組織学的検討：各群において操作終了後
に摘出した左回を、10％中性緩衝ホルマリン液により
固定、パラフィン切片を作成し、HE染色を施行した。
　（3）肺湿乾燥重量比（Wet／Dry　ratio）の測定：全
ての操作終了後、左肺を肺門部より切離、摘出した。摘
出後直ちに湿重量を測定、その後定温恒温器ベストア
クメBL－111S中に摘出肺を留置し70℃の状態で1週
間保存、十分乾燥させてから乾重量を測定、肺湿乾重
量比を算出した。
　（4）気管支肺胞洗浄液（BALF）の検討：操作終了
後、気管内挿管チューブよりPBSを5ml注入後、4ml
再回収した。これを各検体につき3回施行して左肺の
気管支肺胞洗浄液を採取し、一25℃にて凍結保存し
た。解凍後、遠心分離しELISA法にて各ケミカルメ
ディエーターの濃度を解析した。本実験のみC群を虚
血3時間前（Cl群）と虚血72時間前（C2群）の抗
体投与群の2群を行い、ブロッキングするにはどちら
が抗体投与のタイミングとして適切な条件であるか
を比較検討した。
　（5）免疫組織化学的検討：呼吸器系炎症反応の指
標に接着因子として代表的なICAM－1、炎症性サイト
カインとしてTNF一α、　ILI一βを選択し同時に
RANTESについても摘出肺組織の免疫染色を行い比
較検討した25）。各群において操作終了後に摘出した左
肺を、10％中性緩衝ホルマリン液による固定後パラ
フィン包埋した後、4μm切片を作成した。100％キシ
レン中にて3回、各10回振壷の脱パラフィンを行っ
た後、100％エタノール中にて3回、各10回振盗を施
行し親水を行った。1％過酸化水素加メタノール中に
室温にて30分間浸し内因性ペルオキシダーゼを阻
害、PBSにて1分間洗浄後、さらにPBSにて5分間洗
浄してクエン酸緩衝液に浸した。抗原の賦活目的のた
め12（アCIO分のオートクレーブ処理を行った。室温で
放置後、PBSにて3回、各10回振盈を行い洗浄した。
各一次抗体（anti－rat　RANTES　antibody、　anti－rat
ICAM－1　Ab．　anti－rat　IL－10　Ab．　anti－rat　IL－11（3　Ab．
anti－rat　TNF一αAb）を2％NSS加PBSにて200倍弱
希釈し、一晩4℃にて反応させた。次にPBSで5分間、
3回洗浄した後、Biotinylated　anti－Rat　IgGを2％NSS
加PBSにて200倍に希釈し室温で30分間反応させ
た。PBSで5分間、3回洗浄した後、2％NSS加PBSに
て200倍に希釈したABCキットを室温30分間反応
させた。再度PBSで5分間、3回洗浄した後ヂアミノ
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Fig．2　Blood　Gas　Data　after　Reperfusion
　　　Group　A　（n＝7）：　Only　progress　obseryation　was　performed　for　2　hours　in　the　state　of　open　thoracotomy．　The　right
　　　hilum　was　clamped　5　minutes　before　the　observation　time　end，　pulmonary　circulation　and　ventilation　of　total　right　lung
　　　were　intercepted．　Data　were　estimated　with　one－lung　ventilation　of　the　left　side　in　the　meantime．　Group　B（n＝7）：The
　　　left　hilum　was　clamped　and　left　lung　ischemia　was　produced　with　normal　temperature　for　1　hour．　The　1－hour　back
　　　clamp　was　released　and　reperfusion　of　the　left　lung　was　performed　for　a　further　1　hour．　The　subsequent　procedure　was
　　　performed　in　the　same　way　as　group　A，　and　data　were　observed．　Group　C　（n＝7）：　RANTES　antibody　300　g／kg　was
　　　given　intravenously　3　hours　before　the　reperfusion　procedure．　The　subsequent　procedure　was　performed　in　the　same　way
　　　as　in　group　B，　and　data　were　observed．　Each　column　represents　the　mean　with　S．E．M．　of　7　rats．　“P〈O．Ol：　vs．　group
　　　B，　tP〈O．05：　vs．　group　B．
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Fig．3　HE　stain　of　lung　tissue　after　reperfusion
　　　The　tissue　were　obtained　from　groups　A，　B　and　C．　Fixation　and　a　paraffin　section　were　created　with　neutral　buffer
　　　formalin　liquid　10％，　and　HE　staining　was　performed．　Magnification，　×200．
ベンチジン（3，3－diaminobenzidine）にて約10分間室温
で反応させた。PBSで10分間洗浄した後、マイヤー・
ヘマトキシリンにて2分間核染色を行いPBSで10分
間洗浄行った。次に100％エタノール3回、各10回酒
壷の脱水操作を行った後、100％キシレンにて10回振
盤の透徹を3回行い、マリノールにて封入を行った。
　V．統計処理
　測定結果は平均値±標準誤差で表記した。各群山の
統計学的有意差検定には一元配置分散分析および多
重比較検定を用いた。危険率5％未満（P＜0．05）の場
合を有意差有りと評価した。
結 果
　（1）動脈血酸素分圧の測定（Fig．2）：PaO2に関し
てA群は平均288．84mmHgを示し、それに対しB群
では平均95．04mmHgであり魚群問に有意差（P＜
0．Ol）が認められた。一方C群の平均は211．46　mmHg
であり、A群との間に有意差は認められなかったがB
群との間には有意差（P＜0．05）が認められ、B群は他
の2群に比し有意に低い値を示した。またPaCO、に関
してはA群では平均18．16mmHg、　B群では平均28．49
mmHg、　C群の平均は18．2　mmHgであり3群間に有意
差は認められなかったが、B群との平均値の差はA、C
群共に10mmHg以上の差が示された。以上よりAお
よびCの両群ではB群に比し有意に酸素化が良好で
あることが示され、RANTES抗体を再灌流前に投与
することで虚血酒桶流後でも酸素化の良好な状態が
維持されることが示唆された。
　（2）病理組織学的所見（Fig．3）：A群では肺胞構
造も保たれ、炎症性細胞の浸潤や血管内皮の障害も認
められず、正常な組織構造が保たれていた。一方B群
では肺胞構造の破壊、血管内皮の腫脹、炎症性細胞の
気道上皮への浸潤など重度の肺水腫様所見が認めら
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Fig．4　Wet／Dry　Ratio　of　the　Lung　after　Reperfusion
　　　Wet　lung　weight　was　measured　immediately　after
　　　extracting　the　left　total　lung．　Then，　the　left　total　lung
　　　was　stored　under　temperature　control　for　1　week　at　700C
　　　to　dry　it，　and　the　dried－lung　weight　was　measured　to
　　　calculate　the　wet／dry　ratio　of　the　lung．　Each　column
　　　represents　the　mean　with　S．E．M．　of　7　rats．　＊P〈O．Ol：
　　　vs．　group　B，　tP〈O．05：　vs．　group　B．
れ、出血も散在性に多発に認められた。それに対しC
群では再灌流障害に見られる炎症性細胞の浸潤、血管
内皮の腫脹は殆ど認められず、また気道上皮下への炎
症性細胞の蓄積も認められず肺胞構造は保たれでお
りA群に近似した組織所見が認められた。
　（3）肺湿乾燥重量比（Wet／Dry　ratio）の測定（Fig．
4）：Wet／Dry　ratioに関してはA群では平均5．47、　B
群では平均6．90、C群の平均は5．70であった。　A群は
B群に比し有意（P＜0．Ol）に低値を示し、　C群はB群
に比し有意（P＜0．05）に低値を示した。またA群と
C群の問には有意差は認められなかったことからも
B群にのみ有意に肺水腫の程度が高かったことが示
され、すなわちRANTES抗体を再灌流前に投与する
ことで未然に肺水腫を防げる可能性が示唆された。
　（4）気管支肺胞洗浄液の分析（Fig．5）：ELISA法
にて肺胞洗浄液中の蛋白発現濃度を測定した結果、
ICAM－1およびRANTESに関してA－B群間、　A－C2
群問、B－Cl群間、　B－C2群間、　Cl－C2群問に有意差が
認められた。またTNF一α、　ILI一βに関してはA－B群
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Fig．5　Chemical　Mediator　Analysis　in　BALF　after　Reperfusion
　　　The　samples　were　obtained　from　groups　A，　B　and　C　1　（RANTES　antibody　given　intravenously　3　hours　before　reperfusion）
　　　and　C2　（RANTES　antibody　given　intravenously　72　hours　before　reperfusion）．　BAL　from　the　left　lung　was　performed
　　　with　5mL二PBS　3　times　under　each　colldition．　The　concentration　ofeach　chemical　mediator　was　analyzed　by　the　ELISA
　　　method．　Each　column　represents　the　mean　with　S．E．M．　of　7　rats．　＊P〈O．Ol：　vs．　group　B，　”P〈O．Ol：　vs．　group　C2，
　　　“P〈O．Ol：　vs．　group　B，　’tP〈O．Ol：　vs．　group　C2，　＃P〈O．Ol：　vs．　group　C　l，　¢1’〈O．05：　vs．　group　C2．
間、B－Cl塁間、　B－C2群間に有意差が認められた。以
上からC群（ClおよびC2いずれも）すなわち抗
RANTES抗体投与群は全ての炎症性サイトカインに
おいて、B郡すなわち温阻血心匠灌流群に比しBALF
中のchemical　mediator蛋白濃度は有意に低かった。こ
の現象から温阻血後再灌流障害における各種の炎症
性サイトカインはRANTES抗体を再灌流前に投与す
ることでそれらの発現を抑制することが可能である
と示唆された。すなわち免疫細胞の遊走を制御するこ
とで、マクロファージを代表とするそれらの細胞から
の炎症性サイトカインの分泌がBALF中においても
抑制されていると考えられた。またCl－C2群間の結果
から抗体投与のタイミングは温阻血前72時間に比し
て温阻血前3時間の方が再灌流障害を制御するのに
適当と考えられた。
　（5）免疫組織化学的所見（Fig．6）：IcAM－1、　TNF一
α、IL1一β、　RANTESのいずれの染色においてもA群
では肺胞構造も保たれ、炎症性細胞の浸潤や血管内皮
の障害も認められずほぼ正常な構造が保たれ、気道上
皮細胞上に接着分子や炎症性サイトカインの発現を
認めるような所見は認められなかった。一方、HE染色
同様にB群では肺胞構造の破壊、血管内皮の腫脹、炎
症性細胞の気道上皮への浸潤など重度の肺水腫様所
見が認められ、出血も散在性に多発に認められた。ま
たB群ではICAM－1、　TNF一α、　IL1一β、　RANTESのい
ずれの染色においても気道上皮細胞上および免疫細
胞の一部にそれらの強い発現を認め、気道上皮下には
炎症性細胞浸潤が多数認められた。それに対しC群で
（6）
2006年1月 鈴木他3名：RANTESによる肺虚血再灌流障害の抑制に関する検討 一　39　一
ICAM－1
TNF一　a
IL－1　B
RANTES
A
　　　　　　　　　　属
さしヒ
塗型塾潔・．．、り・…，・．ぜ脳・♂触㍗噂
、・ 秩@・一㍉rF．ボ’ご・　・　㌔」・　’1一
　　畢ア贈幽噛　∵　　、　　　　㍉　　’　　　　「、
　　ノ　　　　　　サ　ゴ’蓼リ　　　ビ触へ・
　　㍗　　　　　・匙　．　　　　　　し　　　　　　　リ　　　　　ロ掴κ　・磐㍉斗
鐸鵬翼ギ
ン　㌧3∵
驚二素転轍1
B
磐零饗麟
．ノの　”、∵タご
∵鯉鯉瞭郵
熱 謬
C
軽蔑」“髄鵬ξ纐
冗熱曝轟
　も
1饗艶響
　　　　　　　　ロ　　がも
Fig．6　lmmunohistochemistry　of　lung　tissue　after　reperfusion
　　　The　tissues　were　obtained　from　group　A，　B　and　C．　After　blocking　endogenous　peroxidase，　the　antigen　retrieval　method
　　　was　perfbrmed　with　heating　the　tissue　slides　at　120。C　fbr　lO　min．　Primary　antibody（anti－rat　RANTES　Ab，　anti－rat
　　　ICAM－1　Ab，　anti－rat　IL－10　Ab，　anti－rat　IL－16　Ab，　anti－rat　TNF－cr　Ab，　respectively）　and　secondary　antibody　（biotinylat－
　　　ed　anti－Rat　lgG）　used　at　1：200　dilution　immunostaining　using　the　ABC　kit　with　3，3－diaminobenzidine　as　the
　　　chromogenic　substrate．　Magnification，　×400．
は再灌流障害に見られる炎症性細胞の浸潤は殆ど認
められず、HE染色同様にA群に近似した組織所見が
認められ、気道上皮細胞上に接着分子や炎症性サイト
カインの発現を認めるような所見は認められなかっ
た。すなわちどの免疫染色においてもA群およびC
群ではそれらの蛋白レベルでの発現が認められな
かったが、B群では気道上皮細胞と遊走中の免疫細胞
に顕著な発現が認められた。この結果により接着因子
ICAM－1の発現や炎症性サイトカインであるTNF一
α、ILI一βの発現が抑制される方向に働くことが示唆
された。RANTES抗体による免疫細胞の遊走機能を
制御することで、マクロファージやT細胞を代表とす
るそれら免疫細胞の活性化や気道上皮細胞および免
疫細胞自身からの炎症性サイトカインの分泌が抑制
され、同様に接着分子の発現も抑えられていることが
考えられた。またRANTES染色に関してもA群およ
びC群ではほとんどRANTESの発現は認められず、
B群では肺胞内マクロファージや気道上皮細胞上に
RANTESの顕著な発現が認められ、　RANTES抗体に
よるブロッキングが有効に働いていることが確認さ
れた。
考 察
　数あるサイトカインのうち、特に免疫細胞（特にマ
クロファージ、Tcell）の遊走に重要な役割を担ってい
るRANTESは他のケモカインに比し急性期から慢性
期にかけて長期に影響を及ぼすことで呼吸器疾患で
の役割に注目されてきた。喘息重責発作などでは気管
支肺胞洗浄液中に多量にRANTESの発現を認め、ウ
イルス感染においても同様の現象が認められること
（7）
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Fig．7　Multi－Probe　RNase　Protection　Assay　with　Rodent　Bronchial　Epithelial　Cells　in　Airway　Inflammation
　　　Total　RNA　from　mouse　trachea　epithelial　cells　of　Parain伽enza　viral－infected　mice　was　extracted　by　the　single－step
　　　method　using　RNA　STAT－60（Tel－Test）．　Chemokine　mRNA　expression　was　determined　by　multiprobe　RNase　protec－
　　　tion　assay　using　the　RiboQuant　RPA　kit（Pharmingen）．　The　identity　and　quantity　of　each　mRNA　species　in　the　original
　　　RNA　sample　were　then　determined　based　on　the　signal　intensities　given　by　the　appropriately　sized，　protected　probe
　　　fragment　bands．　Sample　loading　was　normalized　by　the　housekeeping　gene，　GAPDH　and　L32，　included　in　mCK－5
　　　Multi－Probe　Template　Set　which　was　used　to　transcribe［a32P］一labeled，　antisense　riboprobes　fbr　murine　Ltn，　RANTES，
　　　Eotaxin，　MIP－la，　MIP－1b，　MIP－2，　IP－10，　MCP－l　and　TCA－3．
から、外敵あるいは自己の抗原反応に対して自己防御
のためにRANTESが免疫細胞を遊走させることが示
されその役割の重要性が認識されている20）22）26）。虚血
再灌流障害の発現に関して、従来活性化好中球由来の
好中球エラスターゼを中心とした炎症反応に焦点が
置かれてきたが27）、この際発生する活性酸素によりマ
クロファージからケモカインが産生・分泌され局所へ
の免疫細胞の遊走を増強することが知られてい
る5）一8）・28）一31）。RANTESは他のケモカインに比し炎症
急性期から慢性期に至る過程で持続的に強い発現を
認め、炎症病巣に免疫細胞を遊走させ気道上皮細胞だ
けでなくマクロファージを代表する免疫細胞からの
産生・分泌をもたらし、positive　feedbackが掛かること
でより一層の免疫細胞循環を促す働きをしてい
る13）15）。これまで重度の急性気道炎症モデルにおいて
肺組織内及び気道上皮細胞におけるケモカインの発
現を解析した結果、炎症早期に肺組織内及び気道上皮
細胞上でタンパク質並びにRNAレベルの何れにお
いてもRANTESの強い発現が認められ、マウス気道
上皮細胞mouse　tracheobronchial　epithelial　cellにおけ
るRNA　Protection　AssayではRANTESは他の
chemokineに比べて早期から強い発現を示し、気道上
皮細胞の免疫的な役割と重要性が再認識された20）・22）
（Fig．7：文献22より引用）。
　またRANTESを欠損（ノックアウト）することに
より免疫細胞のtransmigrationを遅延させる結果とな
り、RANTESが気道炎症時の免疫細胞の移動に不可
欠であることが報告されている22）26）。つまり急性炎症
の場においてRANTESは免疫細胞を病巣局所に遊走
させる働きを有しており、RANTESを過剰に発現あ
るいは投与することにより外敵から身を守る働きを
促進させることが可能であるとの結果が得られた。
　我々はこのメカニズムを逆に利用し、虚血状態にあ
る臓器に血流の再灌流を行う場合に生じる臓器障害
に対しRANTESの働きを抑制することで免疫細胞の
移動を抑止し炎症をコントロールするということに
新しい治療の概念を見出した32）。本実験モデルである
虚血再灌幽幽に対する免疫細胞の移動（transmigra－
tion：免疫細胞の気道上皮をすり抜けての気道内腔へ
のすり抜け作用）を制御するというアプローチはこ
れまでにない新しい治療概念と考えられるものであ
る。特にその効果は臓器移植後の拒絶反応や喘息重積
発作などの強いアレルギー反応などの場合において
最も有効な治療戦略と考えられる。
　本実験では抗RANTES抗体の投与によりBALF
の解析および免疫染色の結果からRANTESの発現を
抑制することに成功した。動脈血酸素分圧の比較にお
いてはRANTES抗体を再灌流前に投与することで
（8）
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位阻血後再潮流群に比べ良好な酸素化の状態をもた
らすことが示された。病理組織学的な所見では剛直血
鼻息灌魚群では肺胞構造の破壊、血管内皮の腫脹、炎
症性細胞の気道上皮への浸潤など重度の肺水腫様所
見が認められ出血も散在性に多発に認められたのに
対し、抗RANTES抗体投与群では再灌流障害に見ら
れる炎症性細胞の浸潤、血管内皮の腫脹は殆ど認めら
れなかった。また気道上皮下への炎症性細胞の蓄積も
認められず、抗体投与による遊走抑制効果が発揮され
たことが認識された。寒湿乾燥重量比（Wet／Dry
ratio）においても温心血後第六流群にのみ有意に肺水
腫の程度が高かったことが示され、すなわち
RANTES抗体を再廻流前に投与することで未然に肺
水腫を防いでいることが示唆された。気管支肺胞洗浄
液の分析において抗RANTES抗体投与群は全ての炎
症性サイトカインにおいて、立直血後送灌家鼠に比し
BALF中のchemical　mediator蛋白濃度は有意に低値
を示し、この現象から温心血後滴灌流障害における各
種の炎症性サイトカインはRANTES抗体を嘘吐流前
に投与することでそれらの発現を抑制することが可
能であることが示唆された。すなわち免疫細胞の遊走
を制御することで、マクロファージを代表とするそれ
らの細胞からの炎症性サイトカインの分泌がBALF
中においても抑制されていることが考えられた。また
免疫組織化学的所見によって温感血至嘱灌流群では
それぞれの炎症性サイトカインは気道上皮細胞並び
に免疫細胞に顕著な発現が認められた。それに対し抗
RANTES抗体投与群では抗体のブロッキングにより
気道上皮上での接着因子ICAM－1の発現や炎症性サ
イトカインであるTNF一α、　ILl一βの発現が抑制される
方向に働いたことが示され、どの免疫染色でも未処置
群および抗RANTES抗体投与群ではそれらの蛋白レ
ベルでの発現が認められなかった。RANTES抗体に
よる免疫細胞の遊走機能を制御することで、マクロ
ファージを代表とするT細胞ら免疫細胞や気道上皮
細胞からの炎症性サイトカインの分泌が抑制され、同
様に接着分子の発現も抑えられていることが考えら
れた。その結果として免疫細胞（Tcell、マクロファー
ジなど）の遊走を抑制することにより免疫細胞循環
のtransmigrationを制御しpositive　feedbackの流れを
断ち切ることで虚血再扇流障害が抑制されることが
組織学的に示唆された。つまり肺虚血後の再血流障害
は、肺胞性浮腫、血管内皮および肺胞上皮細胞の炎症
反応に基づくマクロファージ・Tcell・多核白血球　等
を中心とした免疫細胞の虚血再灌流肺へのtrans－
migration作用が活性化されることにより呼吸機能の
低下を引き起こすと考えられ、この免疫細胞群の
transmigration作用を制御することで免疫細胞の循環
動態すなわち虚血再急流肺への免疫的な攻撃を抑制
しうるものであると考えられる。免疫細胞の循環動態
解析は様々な臓器の虚血再中流に対する治療の上で
重要であり、その中でも特に呼吸器系において
RANTESは炎症時における気道上皮細胞及び免疫細
胞自身から分泌されることで、病変部への免疫細胞の
集積を導きtransmigrationに重要な役割を担ってお
り、その動静をコントロールすることで免疫細胞の動
態を刺激することも抑制すること可能であると考え
られる。言い換えれば感染症に対してはケモカインの
過剰発現や誘導を行い、それとは反対に虚血臓器の再
灌流障害、移植後臓器不全や拒絶反応さらにはアレル
ギー疾患などの病態に対してはケモカインの抑制行
うなどして使い分けるという概念である。今後さらに
他のサイトカインネットワーク分析などの検討を加
え免疫細胞と肺虚再灌流障害との関係を明確してい
くことが呼吸器さらには全身臓器の虚血再灌流障害
や移植後グラフト機能不全、アレルギー疾患に対する
治療の一助になると考えられた。RANTESの発現や
活性化を制御することが、将来的に虚血再渦流障害抑
制のための新しい治療法として期待される。
結 論
　1動脈血酸素分圧においてRANTES抗体を再小
流前に投与することで虚血後の冷飯睡蓮で良好な酸
素化状態の維持を可能にすることが示された。
　2病理組織学的所見においては抗RANTES抗体
投与群では虚血後再灌流障害に見られる炎症性細胞
の浸潤、血管内皮の腫脹は殆ど認められなかった。
　3肺湿乾燥重量比において抗RANTES抗体投与
群は虚血狩漁灌流群に比し有意に肺水腫の程度が低
かった。
　4RANTES、　ICAM－1、　ILl一β、　TNFαの各成分に
おける気管支肺胞洗浄液の解析においては抗
RANTES抗体投与群では全てのchemical　mediatorに
おいて、虚血後再出 群に比しそれらのBALF中濃度
は有意に低かった。また抗体投与のタイミングは温阻
加商72時間に比して温阻好意3時間の方が虚血後再
灌流障害を制御するのに適当と考えられた。
　5免疫組織化学的所見において抗体のプロッキン
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グによりICAM－1、　TNF一α、　ILl一βの発現が抑制され、
抗RANTES抗体投与群ではそれらの蛋白レベルでの
発現が認められなかった。それに対し温阻心後再論流
群では気道上皮細胞と遊走中の免疫細胞に顕著な発
現が認められた。
　6虚血後の再二流障害は、肺胞性浮腫、血管内皮お
よび肺胞上皮細胞の炎症反応に基づくT　cell・Mf・
PMNs等を中心とした免疫細胞の虚血再等流肺への
transmigration作用（免疫細胞のグラフト肺への浸潤
作用）が活性化されることにより肺機能の低下を引
き起こす要因の一つになると考えられる。今回の一連
の実験では抗RANTES抗体の投与により免疫細胞
（Tcell、　Mfなど）の遊走を抑制することにより虚血再
灌流障害が抑制されることが生理学的、組織学的およ
び免疫学的に示唆された。
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Control　of　Lung　lschemic　Reperfusion　lnj　ury　by　Regulated　upon
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Chemokine　（RANTES）
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Abstract
　　　　Control　of　reperfusion　injury　in　the　graft　lung　immediately　after　a　transplant　is　evaluated　to　prevent　rejection　in　lung
transplantation．　Reperfusion　injury　must　be　considered　as　a　cause　of　acute　lung　damage　after　organ　transplant．　Diffuse　lung
damage　is　indicated　by　infiltration　of　inflammatory　cells　in　the　lung，　lung　edema，　endothelial　damage，　and　alveolar　damage
by　inflammatory　cells　are　pathological　aspects　of　acute　lung　damage，　and　alveolar　macrophages　play　an　important　role　in　the
secretion　of　cytokines　in　connection　with　the　chemotaxis　of　inflammatory　cells．
　　　　The　purpose　of　this　study　is　to　suppress　immune　cell　traflic　controlling　the　activity　of　a　series　of　cytokine（s）　（chemokine）
which　have　strong　chemotactic　activity　on　immune　cells，　especially　Regulated　upon　Activation，　Normal　T－cell　Expressed　and
Secreted　（RANTES）　chemokines　which　are　recognized　over　a　long　period　of　time　from　the　acute　to　chronic　peri　od，　thereby
attempting　a　new　medical　approach　to　ischemic－reperfusion　inj　ury　produced　after　lung　transplantation．　We　established　a
rodent　model　of　serious　airway　inflammation，　demonstrating　the　importance　of　RANTES．　Although　most　attention　has　been
conventionally　placed　on　the　inflammatory　reaction　centered　on　neutrophil　erastase　derived　from　activated　neutrophils　which
are　expressed　in　reperfusion　injury，　it　is　known　that　chemokines　secreted　from　macrophage　by　oxygen　radicals　generated　in
reperfUslon　injury，　and　chemotaxis－innltration　of　the　immune　cells　to　lesions　occure　and　is　promoted　through　positive
feedback．
　　　　Occuring　at　the　suppression　of　the　immune　cell　infiltration　as　the　step　before　entering　this　stage　of　transmigration　（from
the　vascular　endothelium　to　the　airway　epithelium），　this　study　showed　that　use　of　an　anti－RANTES　antibody　could　suppress
the　chemotactic　activity　of　immune　cells　（especially　macrophages）　and　as　a　result　suppress　and　control　reperfusion　inj　ury．
〈Key　words＞Chemokine，　RANTES　（regulated　upon　activation，
ischemia－reperfusion　inj　ury
normal　T－ ell　expressed　and　secreted　chemokines），　Lung
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